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研究成果の概要（和文）：B型肝炎ウイルス（HBV）持続感染において、cccDNA mini-chromosomeが長期に産生さ
れるが、この過程においてHBV-RNAが生物学的活性をもち病原性に関与することを明らかにした。DExH-box 
helicase 9 (DHX9)がHBVからの環状RNA生成とHBVタンパクレベルを制御しており、これがHBV持続感染の一つの
key moleculeである。さらに、HBV-cccDNAの排除を達成するために、排除作用をもつ物質のスクリーニングを行
なった結果、nitazoxanideがHBx-DBB1の相互作用を阻害することを発見した。

研究成果の概要（英文）：Hepatitis B virus (HBV) infection can lead to cirrhosis and hepatocellular 
carcinoma. Episomal viral covalently closed circular DNA (cccDNA) minichromosomes and transcripts 
from cccDNA continue to be expressed over the long term. We showed that the host protein DExH-box 
helicase 9 (DXH9) is associated with viral RNAs. We also showed that viral-derived circular RNA is 
produced during HBV replication, and the amount is increased by knockdown of the DHX9 protein, 
which, in turn, results in decreased viral protein levels but does not affect the levels of HBV DNA.
 In addition, through a comprehensive compound screen using a newly constructed split luciferase 
system, we showed that nitazoxanide (NTZ) efficiently inhibits the HBx-DDB1 interaction. NTZ 
significantly restores Smc5 protein levels and suppresses viral transcription and viral protein 
production in the HBV minicircle system, in in vitro HBV replicating models, and in human primary 
hepatocytes naturally infected with HBV. 

研究分野：内科学
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１．研究開始当初の背景 
	 B型肝炎ウイルス（HBV）持続感染におい
ては高率に肝細胞癌（肝癌）を合併するが、

その発癌の分子医学的機序は充分には解明

されていない。我々は以前に、マウスをモデ

ルとしてHBVのHBxタンパクに肝発癌作用
があることを示し（Nature 1991）、HBV関
連肝発癌におけるウイルス因子の重要性を

示してきた。しかし、臨床的観察からは B型
肝炎肝発癌においても炎症因子は重要であ

り、かつ最近では過栄養（肥満）因子による

発癌促進も示唆されてきている。 

 
２．研究の目的 
	 炎症により誘発され悪性腫瘍を誘発する

ことが示されている activation-induced 
cytidine deaminase (AID)遺伝子を用い、B
型肝炎肝発癌におけるウイルス因子と炎症

因子の競合と相互作用について検討し、B型
肝炎における肝癌のイニシエーション、肝癌

の進展における炎症性サイトカインと過栄

養の役割を、我々が確立した炎症と過栄養

（肥満）による肝発癌マウスモデル（Cell 

2013, Cancer Cell 2014）を用いて明らかに

することとした。また、我々は、肝臓に豊富

に存在する microRNA、miR122の肝癌にお
ける減少が肝腫瘍の悪性化と関連している

ことを示している（Nature Commun 2011）。

肝発癌モデルである HBxマウスを用いて、B
型肝炎肝発癌における microRNA を巻き込
んだウイルスと炎症と過栄養の役割と相互

作用について明らかにする。 
 
３．研究の方法 
	 HBV関連肝発癌モデルであるHBx遺伝
子 Tg マウスを中心として用いて３年間の
研究を行なう予定である。このマウスでは

低レベルの HBx タンパクを肝臓で発現し
ており、組織学的な炎症の不在の下に前癌

病変を経て肝細胞癌（肝癌）を発生する。

このウイルス肝癌モデルマウスに、①肝特

異的 AID 遺伝子発現マウスとのかけあわ
せ、②マウス AID遺伝子組替えアデノウイ
ルスの接種、③持続的肝障害を起こす

MUP-uPAマウスを掛け合わせ、そこへ HFD
あるいは LFDを与え、細胞遺伝子傷害を促
進させ、肝発癌におけるウイルス因子と炎

症、過栄養（肥満）との相互作用、相加・

相乗作用について解析する。解析は、❶肝

臓内細胞遺伝子発現・シグナリングに対す

る３者の作用の解析、❷microRNAを含む
肝細胞遺伝子発現の包括的解析、❸肝病変

の表現型（肝癌発生、肝脂肪化、DNA 傷
害等）の解析、❹得られた解析データの B
型慢性肝炎患者肝における確認の４つの部

分からなる。 
	

４．研究成果	

	 （１）炎症により誘発され悪性腫瘍を誘

発することが示されている AID 遺伝子を
用い、B 型肝炎肝発癌におけるウイルス因
子と炎症因子の競合と相互作用について検

討し、（２）B型肝炎における肝癌のイニシ
エーション、肝癌の進展における炎症性サ

イトカインと過栄養の役割を、我々が確立

した炎症と過栄養（肥満）による肝発癌マ

ウスモデルを用いて明らかにすることとし

た。解析は、①酸化ストレス産生に対する

両者の作用の解析、②microRNAを含む肝
細胞遺伝子発現の包括的解析、③得られた

解析データのB型慢性肝炎患者肝における
確認である。H28 年度は、HBV-X 遺伝子
発現マウスと肝特異的AID遺伝子KOマウ
スとの掛け合わせで得られたマウス strain 
HBX-Tg/AID-/- の 解 析 を 継 続 し た 。
HBX-Tg/AID+/+と比較して、10 か月齢の
HBX-Tg/AID-/-における肝発癌頻度は減少

していた。しかし、統計学的有意差が認め

られなかった。 
	 そこで、以下の検討を加えることにした。

我々は以前に、マウスをモデルとしてHBV



の HBx タンパクに肝発癌作用があること
を示し、HBV 関連肝発癌におけるウイル
ス因子の重要性を示してきた。しかし、臨

床的観察からはB型肝炎肝発癌においても
炎症因子は重要であり、かつ最近では過栄

養（肥満）因子による発癌促進も示唆され

てきている。本研究においては、以下の成
果を挙げることができた。（１）HBV持続
感染において、cccDNA mini-chromosome
が長期に産生されるが、この過程において

HBV-RNAが生物学的活性をもち病原性に
関与することを明らかにした。すなわち、

DExH-box helicase 9 (DHX9)がHBVから
の環状 RNA 生成と HBV タンパクレベル
を制御しており、これが HBV 持続感染の
一つの key molecule である (Sekiba K, 
Koike K, et al., Oncotarget 2018 in 
press.) 。（ ２ ） HBx タ ン パ ク と

damage-binding protein 1 (DDB1)の相互
作用を通じ、structural maintenance of 
chromosome (Smc) 5/6の分解促進を介し
て cccDNAからの転写を促進することを明
らかにした。さらに、HBV-cccDNAの排除
を達成するために、排除作用をもつ物質の

ス ク リ ー ニ ン グ を 行 な っ た 結 果 、

nitazoxanideが HBx-DBB1 の相互作用を
阻害することを発見した。nitazoxanideは、
他剤との併用等によって HBV-cccDNA の
排除を起こす可能性がある (Sekiba K, 
Koike K, et al., submitted)。 
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